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2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ man 
mindestens ein Mineralsalz in Kombination mit a-Liponsaure 
oder a-Dihydroliponsaure verwendet. 

3. verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daJ3 man 
Mineralsalze der Formel I verwendet, 

(M) n (B) m I 

wobei 

M ein 1- bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Me- 
tallkation, 



B ein 1- bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Anion, 
n 1, 2 oder 3 und 
25 m 1, 2 oder 3 bedeuten, 

wobei die Indizes n und m dem Wertigkeits- und Ladungs- 
ausgleich des Mineralsalzes der Formel I entsprechen. 

30 4- verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 man als Kombination Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydro- 
lipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe verwendet. 

5. verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
35 als Kombination Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate 

oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe der Formel II verwendet, 

(M) w (Lp) x (A) y (H 2 0) z II 

40 wobei 

M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metall- 
kation oder ein Gemisch 1- bis 3-wertiger, physiologisch 
vertraglicher Metallkationen, 
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Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure, ( R) - 
oder (S) -a-Liponsaure oder (R) - oder ( S ) -a-Dihydrolipon- 
saure, racemisches a-Lipoat oder Dihydro-a-lipoat oder 
( R) - oder (S) -a-Lipoat oder (R)- oder (S)-Dihydro-a- 
5 lipoat, 

A ein physiologisch vertragliches, ein oder zweiwertiges 
Anion, 



10 w 1 oder 2 

x 1,2,3 oder 4 , 

y 0, 1, 2 oder 3 und 

2 0, 1,2, 3,4,5 oder 6, bedeuten, 



15 



wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und 
Ladungsausgleich der Verbindung der Formel II ent- 
20 sprechen. 



6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet , daB man als a-Liponsaure (R) -a-Liponsaure 
oder als a-Lipoat (R) -a-Lipoat verwendet. 

25 

7. Zubereitung, enthaltend mindestens ein Mineralsalz und 
(R) -a-Liponsaure oder ( S ) -a-Liponsaure . 

8. Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a- 
30 Liponsaure-Komplexe der Formel II' 

{M) w (Lp) x (A) y (H 2 0) 2 II' 

wobei 

35 

M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metall- 
kation oder ein Gemisch 1- bis 3-wertiger, physiologisch 
vertraglicher Metallkationen, 

40 Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure , (R)- 

oder (S) -a-Liponsaure oder (R)- oder ( S ) -a-Dihydrolipon- 
saure, racemisches a-Lipoat oder Dihydro-a-lipoat oder 
(R)- oder (S)-a-Lipoat oder ( R) - oder (S ) -Dihydro-a- 
lipoat , 



45 
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A ein physiologisch vertragliches , ein oder zweiwertiges 
Anion, 

w 1 oder 2 

5 

x 1, 2, 3 oder 4, 

y 0, 1, 2 oder 3 und 

10 z 0, l f 2, 3, 4, 5 oder 6, bedeuten, 

wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und 
Ladungsausgleich entsprechen und 

15 folgende Verbindungen ausgenommen sind: 

Mn(Lip-)C10 4f Cu(Lip-)C10 4 , Zn(Lip-)C10 4 , Cd ( Lip- ) C10 4 , 
Pb(Lip")Cl0 4/ Hg(Lip rac ) <0H) 2 , Hg(DHL rac 2 -) , Ni ( DHL rac 2 " ) , 
Fe 2 (DHL rac 2 -)3, Zn(Lip rac -) 2 (H 2 0)2, Cd (Lip rac - ) 2 < H 2 0 ) 2 



20 



25 



wobei 

Lip - einwertig negatives, racemisches oder ( R) - oder 

( S ) -a-Lipoat , 



LiPrac " einwertig negatives, racemisches a-Lipoat, 
LiPrac " racemische a-Liponsaure und 
30 DHL rac 2 - zweiwertig negatives, racemisches a-Dihydrolipoat 

bedeuten . 

9. Zubereitung, enthaltend Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydro- 
35 lipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaJ3 Anspruch 8. 

10. Zubereitung, enthaltend Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydro- 
lipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaJ3 Anspruch 5 
und a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure - 

40 

11. Verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder 
Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemafl Anspruch 5 als Futter- 
oder Nahrungserganzungsmittel . 



45 
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12. Verwendung der Metall-a-Lipoate , Metall-a-Dihydrolipoate oder 
Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaJ3 Anspruch 5 in kosmetischen 
Formulierungen . 

5 13. Metall-a-Lipoate , Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a- 
Liponsaure-Komplexe gemaB Anspruch 5 zur Verwendung als 
Arzneimittel . 

14. verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder 
10 Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemafl Anspruch 5 zur Herstellung 

eines Arzneimittels zur Behandlung von Krankheiten bei denen 
Liponsaure einen therapeutischen oder prophylaktischen Effekt 
hat und ein Mineralsalzmangel vorliegt. 

15 15. Verwendung der Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate 
oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe gemaB Anspruch 5 nach 
Anspruch 14 zur Behandlung von Diabetes, Tumorerkrankungen, 
HIV-Infektionen, AIDS, Niereninsuf f izienz , Mangelernahrung, 
Proteinenergiemalnutrition sowie Mineralstof fmmangel- 

20 zustanden. 
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verwendung von Liponsaure zur Verbesserung der Bioverf ugbarkeit 
von Mineralsalzen 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrif ft die Verwendung von a-Lipon- 
saure oder a-Dihydroliponsaure zur Erhohung der Bioverfiigbarkeit 
von Mineralsalzen, die Verwendung von a-Liponsaure oder a-Di- 
10 hydroliponsaure in Kombination mit Metallsalzen, insbesondere 
die Verwendung von Metall-a-Lipoaten, Metall-a-Dihydrolipoaten 
oder Metall-a-Liponsaure-Komplexen, insbesondere in Mineralstof f- 
zubereitungen oder Arzneimitteln sowie die Metall-a-Lipoate , 
Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe selbst 

15 

Mineralstoffe sind die Bestandteile pflanzlicher und tierischer 
Gewebe, die bei der Verbrennung als Asche zuruckbleiben . Nach 
dem Anteil der einzelnen Elemente teilt man die Mineralstoffe in 
Mengenelemente wie beispielsweise Ca, P, K, CI, Na, Mg oder in 
20 Spurenelemente, wie beispielsweise Fe, Zn, Cu, Mn, V, Se, Mn, J, 
Sn, Ni, Mo, Cr, Co ein. 

Die metallischen Mineralstoffe werden als Kationen, in der Kegel 
als Mineralsalze mit anorganischen Anionen vom menschlichen oder 
25 tierischen Organismus aufgenommen. Die essentiellen metallischen 
Mineralstoffe mit bekannter biologischer Funktion im Organismus 
haben im Organismus sehr vielfaltige Funktionen, beispielsweise 
als Elektrolyte, Bestandteile von Enzymen oder als Bausteine 
bestimmter Korpersubstanzen. 

30 

Mineralsalze zur Supplementation bzw. Therapie von Mineralstof f- 
mangelzustanden in menschlichen oder tierischen Organismen soil- 
ten eine moglichst hohe Bioverfiigbarkeit aufweisen. 

35 Es ist bekannt, daJ3 moglicherweise die Bioverf ugbarkeit von Zink 
salzen durch Komplexierung mit Proteinat gegeniiber ZnS0 4 erhoht 
werden kann (B - A. Reiling et al, J- of Animal Science 1992, 70, 
Supplement 1, 84th Annual Meeting, Abstract 649). 

40 Ferner ist bekannt, daJ3 die Komplex- oder Salzbildung von Zink- 
salzen mit Methionin zu einer erhohten Bioverfiigbarkeit von Zn* + 
bei Huhnern fuhrt (Wedekind, J. Anim. Sci. 1992, 70, S. 178). 

Dahingegen zeigte sich im Schweinemodell , daB die Bioverf ug- 
45 barkeit der organischen Salze von Zink mit Methionin oder Lysin 
schlechter ist, als die des anorganischen ZnS0 4 -H 2 0 (Wedekind 
et al., J. Anim. Sci 1994, 72 S- 2681 bis 2689). 
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Weitere Untersuchungen mit ZnCl 2 , ZnMet und Zinkpropionat ergaben 
eine etwa vergleichbare Bioverf ugbarkeit von Zn 2+ aus organischen 
oder anorganischen Quellen (Beutler et al., Biological Trace 
Element research, 1998, 61, Seite 19), wenn auch Rojas et al. 
5 eine leicht erhohte Bioverf ugbarkeit der organischen Zinksalze 
ZnMet oder ZnLys gegeniiber ZnS0 4 in Schafen feststellen konnte 
(J. Anim. Sci. 1995, 73, S. 1202 bis 1207). 

Fur Citronensaure wird ein positiver Effekt auf die Zn-Bio- 
10 verf ugbarkeit beschrieben. So wurde bei wachsenden Ratten bei 
suboptimaler alimentarer Zn-Versorgung durch die Zulage von 1 % 
Citronensaure zu phytinsaurereichen Diaten auf der Basis von 
Maiskeimen, eine moderate Verbesserung des Zn-Status (Plasma-Zn- 
Konzentration, Aktivitat der alkalischen Phosphatase, Metallot- 
15 hronein-Konzentration im Jejunum) erzielt (Pallauf et al, 
Z. Ernahrungswiss 1990, 29, Seite 27 bis 38). 

Vergleichbar positive Effekte der Citronensaure auf die Zn- 
Verwertung wurden auch bei Schweinen gefunden (Pallauf et al., 
20 J- Anim. Physiol, a. Anim. Nutr. 1994, 71, Seite 189 bis 199). 

Ascorbinsaure erhoht die Bioverf ugbarkeit von anorganischem Eisen 
• (Hallberg et al., Hum. Nutr. Appl. Nutr. 1986, 40A, 97 bis 113). 
Im Gegensatz dazu wird durch Ascorbinsaure die Bioverf ugbarkeit 
25 des Nahrungszinks nicht oder nur sehr unwesentlich verandert 
(Sandstrom und Lederblad, Int. J- Vitamin Nutr. Res 1987, 57, 
87 bis 90, Solmons et al . Am. J. Clin. Nutr. 1979, 32, 2495 bis 
2499). 

30 Die Ergebnisse bisheriger Studien zum EinfluB von Oxalsaure 

(Kelsay et al, Am. J. Clin. Nutr. 1983, 31, 1198 bis 1203; Welch 
et al. J. Nutr. 1977, 107, 929 bis 933) und Picolinsaure (Schwarz 
et al., Res. Exp. Med. 1983, 182, 39 bis 48; Seal et al. J. Nutr. 
1985, 115, 986 bis 993) auf die Zn-Bioverf ugbarkeit sind unein- 

35 heitlich und lassen keine eindeutigen Schluflf olgerungen zu. 

Die im Stand der Technik verwendeten Metallkomplexe bzw. salze 
oder Mineralsalze und organische Chelatoren fuhren also nur 
bedingt zu einer erhohten Bioverf ugbarkeit , so dafl ein hoher 
40 Bedarf an neuen Verbindungen bzw. an neuen organischen Chelatoren 
oder Salzen besteht, die zu einer erhohten Bioverf ugbarkeit der 
Mineralkationen verglichen mit den anorganischen Mineralsalzen 
fuhren . 

45 Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde neue organische 
Chelatoren bzw. Komplex- oder Salzbildner sowie neue organische 
Mineralverbindungen zur Verfugung zu stellen, die gegeniiber 
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den anorganischen Mineralsalzen eine erhohte Bioverf ugbarkeit , 
weniger Nachteile als der Stand der Technik und weitere Vorteile 
aufweisen. 

5 Demgemafl wurde gefunden, dai3 a-Liponsaure oder a-Dihydrolipon- 
saure zur Erhohung der Bioverf ugbarkeit von Mineralsalzen ver- 
wendet werden kann. 

Unter Bioverf ugbarkeit einer Verbindung wird in der vorliegenden 
10 Erfindung 

der Anteil einer Verbindung verstanden, der nach oraler Gabe im 
Darm absorbiert wird und durch die Leber unverandert im Blut- 
kreislauf erscheint oder 

15 

die intestinale Verdauung und Absorption einer Verbindung, also 
die scheinbaren Absorption bzw. unter Beriicksichtigung der 
sogenannten endogenen Verluste, die wahre Absorption, wobei bei 
der Bestimmung der wahren Absorption gegenuber der scheinbaren 
20 Absorption die Menge einer Verbindung beriicksichtigt wird, die 
bereits zu einem friiheren Zeitpunkt absorbiert wurde und durch 
Sekretionsmechanismen und Darmabschilf erungen (endogene Verluste) 
ebenfalls mit den Faeces ausgeschieden wird bzw. nach Korrektur 
um die renale Ausscheidung eine Bilanz ermittelt wird oder 

25 

eine Sequenz von metabolischen Ereignissen, die neben Ver- 
dauung, Loslichkeit, Absorption und Verteilung die Organ- 
aufnahme und -abgabe sowie enzymatische Transformation, 
Sekretions- und Exkretionsmechanismen beinhaltet und damit 
30 metabolische Funktionen, in Form von Cofaktoren fur Enzyme 

und Hormone bzw. Stabilisierung von Membranlipid und Struktur- 
proteinen, ubernehmen kann. beispielsweise dadurch gekenn- 
zeichnet, daB enzymatische Aktivitaten erhoht werden oder 

35 die Akkumulation einer Verbindung in Organen wie Leber und 
Knochen. 

ErfindungsgemaJ3 wird unter einer erhohten Bioverf ugbarkeit eines 
Mineralsalzes eine Verbesserung in mindestens einem der vor- 
40 stehend beschriebenen Parameter der Bioverf ugbarkeit f verglichen 
mit einem anorganischen Mineralsalzes, wie beispielsweise einem 
Sulfat oder Halogenid, verstanden. 

Unter a-Liponsaure werden erf indungsgemai3 racemische a-Lipon- 
45 saure oder a-Lipoate oder enantiomerenreine (R)- oder (S)-a- 
Liponsaure oder ( R) - oder { S ) -a-Lipoate, unter a-Dihydrolipon- 
saure racemische a-Dihydroliponsaure oder a-Dihydrolipoate oder 
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enantiomerenreine (R)- oder (S ) -a-Dihydroliponsaure oder (R)- 
oder (S)-a-Dihydrolipoate verstanden. 

Unter "racemisch" wird nicht nur eine 1:1 Mischung beider 
5 Enantiomere sondern auch angereicherte Enantiomere die in 

unterschiedlichen Verhaltnissen vorliegen konnen, wie beispiels- 
weise in einem Verhaltnis von 99:1, verstanden. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird die Bioverf iigbarkeit 
10 von Mineralsalzen dadurch erhoht, dafl man mindestens ein Mineral- 
salz in Kombination mit a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure 
verwendet . 

Mineralsalze sind Salze physiologisch vertraglicher , ein bis 
15 dreiwertiger Metalle. 

Bevorzugte Mineralsalze, deren Bioverf iigbarkeit in Kombination 
mit a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure erhoht wird, sind 
Mineralsalze der Formel I, 

20 

(M) n (B) m I 

wobei 

25 M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metall- 
kation, 

B ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Anion, 
30 n 1, 2 oder 3 und 

m 1, 2 oder 3 bedeuten, 

wobei die Indizes n und m dem Wertigkeits- und Ladungsausgleich 
35 des Mineralsalzes der Formel I entsprechen. 

Bevorzugte physiologisch vertragliche , ein bis dreiwertige 
Metallkation M sind die essentiellen Metallkationen, wie bei- 
spielsweise Na + , K + , Mg 2+ , Ca 2+ , Fe 2+ , Fb*+ , Sn 2 + f zn 2+ , Cu 2+ , Mn 2+ , 
40 Mn 3+ , Cr 3+ , Mo 3+ , Co 2+ oder Ni 2+ - 

Bevorzugte physiologisch vertragliche, ein bis dreiwertige 
Anionen B sind beispielsweise anorganische Anionen, insbesondere 
Halogenide wie F~ oder C1-, Chalkogenide , wie beispielsweise 0 2 ~ 
45 oder die Anionen, N0 3 -, S0 4 2 ~, C0 3 2 -, PO4 3 -, HC0 3 ", HPO4 2 -, H 2 P0 4 - 
oder die organischen Anionen Ascorbat, Oxalat, Citrat, Gluconat, 
Picolinat, Aspartat, Histidinat, Saccharat, Orotat, Lactobionat, 
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Lactat, Fumarat, Formiat, Acetat, Glucobionat, Glucocephat oder 
auch beispielsweise die nachstehend beschriebenen Anionen a-Lipoat 
oder a-Dihydrolipoat . 

5 Durch die kombinierte Verwendung mindestens eines Mineral- 
salzes mit a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure wird die 
Bioverfiigbarkeit des Mineralsalzes erhoht. 

Unter Kombination wird die gleichzeitige oder zeitlich und/oder 
10 ortlich versetzte Gabe mindestens eines Mineralsalzes und 
a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure verstanden. Beispiels- 
weise konnen mindestens ein Mineralsalz und a-Liponsaure oder 
a-Dihydroliponsaure in einer Formulierung, wie beispielsweise 
einer Mineralstof f zubereitung oder einer Arzneimittelzubereitung 
15 gemeinsam verabreicht werden. 

in einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf arm verwendet man in 
der vorstehend beschriebenen Kombination mit Mineralsalzen, vor- 
zugsweise Mineralsalzen der Formel I a-Liponsaure, insbesondere 
20 (R) -a-Liponsaure. 

Die Erfindung betrifft ferner eine Zubereitung, insbesondere 
ein Mineralstof f zubereitung oder eine Arzneimittelzubereitung, 
enthaltend mindestens ein Mineralsalz und (R) -a-Liponsaure oder 
25 (S) -a-Liponsaure, vorzugsweise (R) -a-Liponsaure . Vorzugsweise be- 
tragt der Anteil des einen Enantiomer bei Anwesenheit des anderen 
Enantiomer mindestens 70 Mol-% gegeniiber dem anderen Enantiomer. 

Eine Mineralstoffzubereitung kann beispielsweise weitere 
30 Mineralsalze, Formulierungshilf sstof f e sowie gegebenenf alls 
auch Vitamine oder vitaminmischungen enthalten. 

Eine Arzneimittelzubereitung kann beispielsweise weitere 
Wirkstoffe sowie Hilf sstof fe, wie beispielsweise Fullstoffe, 
35 Konservierungsmittel, Tablettensprengmittel , FlieBreguliermittel, 
Weichmacher, Netzmittel, Dispergiermittel , Emulgatoren, Lbsungs- 
mittel, Retardierungsmittel oder Antioxidantien enthalten 
(vgl. H . Sucker et al . : Pharmazeutische Technologie, Thieme- 
Verlag, Stuttgart, 1991). 

40 

Die Mengen in denen die a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure 
im Verhaltnis zu einem Mineralsalz eingesetzt wird, ist nicht 
kritisch und richtet sich nach der physiologisch vertraglichen 
Menge. Typischerweise wird die a-Liponsaure oder a-Dihydrolxpon- 
45 saure im molaren Verhaltnis von 0,1:1 bis 1000:1 zu einem 
Mineralsalz eingesetzt- 
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In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm verwendet man als 
Kombination, also als Mineralsalz mit erhohter Bioverf iigbarkeit , 
direkt Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-ct- 
Liponsaure-Komplexe • 

5 

Diese Verbindungen weisen eine erhohte Bioverf iigbarkeit auf . 

Diese Verbindungen haben den weiteren Vorteil, dafl der 
metallische Mineralstoff und die therapeutisch wertvolle 
10 Liponsaure in einer Formulierung vorliegen. Diese Verbindungen 
eignen sich deshalb bevorzugt als raumsparende Inhaltsstof f e in 
kosmetischen Formulierungen, in Arzneimittelf ormulierungen sowie 
in Formulierungen von Futter- und Nahrungserganzungsmitteln, ins- 
besondere in festen Darreichungsf ormen . 

15 

in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm konnen die Metall-a-Lipoate, 
Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe der 
Formel II als Mineralstoff e mir einer erhohten Bioverf iigbarkeit 
verwendet werden, 

20 

(M) w {Lp) x (A) y (H 2 0) z II 

wobei 

25 M ein 1 bis 3-wertiges f physiologisch vertragliches Metall- 
kation oder ein Gemisch 1- bis 3-wertiger, physiologisch 
vertraglicher Metallkationen, 

Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure , (R)- oder 
30 (S) -a-Liponsaure oder ( R ) - oder ( S ) -q-Dihydroliponsaure, 

racemisches a-Lipoat oder Dihydro-a-lipoat oder (R)- oder 
(S)-a-Lipoat oder (R)- oder ( S ) -Dihydro-a-lipoat , 



35 



A ein physiologisch vertragliches, ein oder zweiwertiges Anion, 

w 1 oder 2 

x 1, 2, 3 oder 4, 

40 y 0, l f 2 oder 3 und 

z 0,1,2,3,4,5 oder 6, bedeuten, 

wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und Ladungs- 

45 ausgleich entsprechen. 
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Bevorzugte physiologisch vertragliche, ein bis dreiwertige 
Metallkation M sind, wie vorstehend beschrieben, die essentiellen 
Metallkationen, wie beispielsweise Na + , K + , Mg 2+ , Ca 2+ , Fe 2+ , Fe 3+ , 
Sn 2+ , Zn 2+ , Cu 2+ , Mn 2+ , Mn 3+ , Cr 3+ , Mo 3+ , Co 2+ oder Ni 2+ , insbesondere 
5 Zn 2+ ,Mg 2+ , Fe 2+ , Fe 3+ , Ca 2+ , Mn 3+ oder Cr 3+ . 

Die a-Liponsaure oder deren reduzierte Form, die a-Dihydrolipon- 
saure gehen mit Metallen als Anionen (a-Lipoat: einwertig 
negativ; a-Dihydrolipoat : einwertig oder zweiwertig negativ) 
salzartige Ionenbindungen und/oder koordinative Bindungen iiber 
10 den Carboxylsauerstof f oder die geschlossene bzw. offene 

Disulf ideinheit ein. Die a-Liponsaure oder die a-Dihydroliponsaure 
kann auch als neutrales Molekul an Metallkationen koordinativ 
gebunden sein. Sie konnen sowohl als Racemat als auch enantio- 
merenrein in der (R)- oder (S)-Form eingesetzt werden. 

15 

Bevorzugte physiologisch vertragliche, ein bis zweiwertige 
Anionen A sind beispielsweise anorganische Anionen, insbesondere 
Halogenide wie F~ oder Cl~, Chalkogenide, wie beispielsweise Q 2 ~ 
oder die Anionen, N0 3 ", S0 4 2 ~, C0 3 2 ', HC0 3 ", HP0 4 2 -, H 2 P0 4 - oder 
20 die organischen Anionen Ascorbat, Oxalat, Citrat, Gluconat, 

Picolinat, Aspartat, Histidinat, Saccharat, Orotat, Lactobionat, 
Lactat, Fumarat, Formiat, Acetat, Glucobionat oder Glucocephat 

In den Verbindungen der Formel II konnen bis zu 6 Molekiile 
25 Wasser, vorzugsweise bis zu 4 Molekiile Wasser, insbesondere bis 
zu zwei Molekiile Wasser koordinativ gebunden sein. 

Bei bevorzugten Verbindungen der Formel II werden als Rest Lp 
a-Lipoate verwendet, insbesondere (R) -a-Lipoate und der Anteil 
30 an weiteren Anionen A ist 0 (y = 0). In dieser bevorzugten Aus- 
fiihrungsform entsprechen die Indizes w und x dem Wertigkeits- 
und Ladungsausgleich der Verbindungen der Formel II. 

Es kann vorteilhaft sein die Verbindungen der Formel II in 
35 Kombination mit a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure, beispiels- 
weise zur weiteren Steigerung der Bioverf ugbarkeit , zu verwenden. 

Die Erfindung betrifft daher weiterhin eine Zubereitung ent- 
haltend Verbindungen der Formel II, vorzugsweise Verbindungen 
40 der Formel II' und a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure. 

Siegel et al. beschreiben in strukturellen Arbeit binare 
Komplexe von Mn, Cu, Zn, Cd und Pb mit racemischen und (R)- 
und (S)-Lipoaten (Archives of Biochemistry and Biophysics 1978, 
45 187, Seite 208 bis 214; Angew. Chem. 1982, 94, 421-432). 
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P.R. Brown et al. beschreiben in weiteren strukturellen Arbeiten 
einen binaren Komplex von Hg mit racemischer a-Liponsaure, 
wobei die Liponsaure als neutrales Molekiil koordinativ gebunden 
ist. Weiterhin werden binare Komplexe von Hg und Ni mit 
5 racemischem, zweiwertig negativem a-Dihydrolipoat beschrieben. 
Die strukturellen Aufklarungen dienten zur Untersuchung der 
Verwendung von Liponsaure zur Behandlung von Schwermetall- 
vergiftungen (J. Inorg. Nucl. Chem. 1970, 32, 2671 bis 2675). 

10 Bonomi et al- beschreiben einen Komplex von Fe mit racemischer 
a-Dihydroliponsaure zur Untersuchung der Verwendung von Dihydro- 
liponsaure zum Entfernen von Ferritingebundenem Eisen (Biochemica 
et Biophysica Acta 1989, 994, 180 bis 186). 

15 In einer weiteren strukturellen Arbeit werden von Strasdeit et 
al. Komplexe von Zn und Cd mit einwertig negativem, racemischen 
a-Lipoaten beschrieben, wobei zwei Molekule Wasser an das 
Zentralatom koordiniert sind (Z. Naturforsch 1997, 52b, 17 bis 
24). 



20 



25 



Die Erfindung betrifft daher die neuen Metall-a-Lipoate, Metall- 
a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe der Formel II 

(M) w (Lp) x (A) y (H 2 0) 2 II' 

wobei 



M ein 1 bis 3-wertiges, physiologisch vertragliches Metall- 
kation oder ein Gemisch 1- bis 3-wertiger, physiologisch 
30 vertraglicher Metallkationen, 

Lp racemische a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure , (R)- oder 
(S )-a-Liponsaure oder ( R ) - oder { S ) -a-Dihydroliponsaure , 
racemisches a-Lipoat oder Dihydro-a-lipoat oder (R)- oder 
35 (S)-a-Lipoat oder (R)- oder { S ) -Dihydro-a-lipoat , 

A ein physiologisch vertragliches, ein oder zweiwertiges Anion, 

w 1 oder 2, 

40 

x 1, 2, 3 oder 4, 

y 0,1,2 oder 3 und 



45 z 



0, 1, 2, 3, 4, 5 oder 6, bedeuten, 
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wobei die Indizes w, x und y dem Wertigkeits- und Ladungsaus- 
gleich entsprechen und 

folgende Verbindungen ausgenommen sind: 

5 

Mn(Lip-)Cl0 4f Cu(Lip-)Cl0 4 , Zn ( Lip- )C10 4 , Cd(Lip-)C10 4 , 
Pb(Lip-)ClQ 4f Hg(Lip rac ) (OH) 2 , Hg ( DHL rac 2_ ) , Ni ( DHL rac 2 - ) , 
Fe 2 (DHL rac 2 -) 3 / Zn(Lip rac -)2(H 2 0)2, Cd ( Lip rac - ) 2 ( H 2 0 ) 2 

10 wobei 

Lip " einwertig negatives, racemisches Oder (R)- Oder 

(S) -a-Lipoat, 

15 Lip ra c ' einwertig negatives, racemisches a-Lipoat f 
LiPrac - racemische a-Liponsaure und 

DHL rac 2 " zweiwertig negatives, racemisches a-Dihydrolipoat 

20 

bedeuten - 

Die Verbindungen der Formel II' entsprechen, auch in den bevor- 
zugten Ausf iihrungsf ormen, bis auf die ausge nomine nen Verbindungen 
25 den vorstehend beschriebenen Verbindungen der Formel II. 

Die Erfindung betrifft ferner eine Zubereitung, insbesondere eine 
Mineralstof f zubereitung oder eine Arzneimittelzubereitung, ent- 
haltend Metall-a-Lipoate , Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a- 
30 Liponsaure-Komplexe der Formel II'. 

Eine Mineralstof f zubereitung kann beispielsweise weitere Mineral- 
salze, Formulierungshilfsstoffe, wie beispielsweise Fullstoffe, 
Farbstoffe sowie gegebenenf alls auch Vitamine oder Vitamin- 
35 mischungen enthalten. Die Dosierung der einzelnen Komponenten 

richten sich nach dem gewunschten Gehalt, der sich beispielsweise 
an dem empfohlenen Tagesbedarf orientieren kann und je nachdem ob 
die Mineralstof f zubereitung beispielsweise als Nahrungserganzung, 
Nahrungsersatz oder Futtermittelerganzung verwendet werden soli. 

40 

Eine Arzneimittelzubereitung kann beispielsweise weitere 
Wirkstoffe sowie Hilfsstoffe, wie beispielsweise Fullstoffe, 
Konservierungsmittel , Tablettensprengmittel , Fliefireguliermittel , 
weichmacher, Netzmittel, Dispergiermittel , Emulgatoren, Losungs- 
45 mittel, Retardierungsmittel oder Antioxidantien, sowie auch an 
sich bekannte Hilfsstoffe fur eine parenterale oder enterale 
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Application enthalten (vgl. H. Sucker et al.: Pharmazeutische 
Technologie, Thieme-Verlag, Stuttgart, 1991). 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der Metall-a- 
5 Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Kom- 
plexe der Formel II als Futter- oder Nahrungserganzungsmittel . 

Die Verbindungen der Formel II stellen daruberhinaus in Einem 
eine antioxidative Wirkung und eine Versorgung an Mineralstof f en 
10 bereit. Sie konnen somit auch in kosmetischen Formulierungen 
Anwendung finden. 

Daher betrifft die Erfindung ferner die Verwendung der Ver- 
bindungen der Formel II in kosmetischen Formulierungen. 

15 

Ferner betrifft die Erfindung die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Di- 
hydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe der Formel II zur 
Verwendung als Arzneimittel . 

20 Die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a- 
Liponsaure-Komplexe der Formel II konnen zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Krankheiten verwendet werden, 
bei denen Liponsaure einen therapeutischen oder prophylaktischen 
Effekt hat und ein Mineralsalzmangel vorliegt. 

25 

Beispielsweise wirkt a-Liponsaure, insbesondere (R) -a-Lipon- 
saure als Insulinsensitizer bei der Prevention und Therapie von 
Diabetes mellitus. Daruberhinaus wird Liponsaure zur Therapie der 
diabetischen Polyneuropathi eingesetzt. Bei Diabetikern tritt 
30 haufig ein Mineralsalzmangel, insbesondere ein zinkmangel auf. 

Die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a- 
Liponsaure-Komplexe der Formel II konnen somit zur Behandlung 
von Diabetis, daruberhinaus zur Behandlung von Tumorerkrankungen, 
35 HIV-lnfektionen, AIDS, Niereninsuf f izienz , Mangelernahrung, 

Proteinenergiemalnutrition sowie von Mineralstof fmangelzustanden. 

Mineralstoffmangelzustande konnen beispielsweise als Folge von 
Fehlernahrung, einseitiger Ernahrung, Arzneimitteleinahme, wie 
40 beispielsweise die Einnahme von Diurethika, Diarrhoe, Alkohol- 
konsum, parenterale oder enterale Ernahrung, Trauma (OP), Blut- 
verlust oder Antagonismen von anderen Nahrungsinhaltsstof f en, wie 
beispielsweise Phytat, Ballaststof f e , Oxalat- oder Phosphatiiber- 
schuB . 

45 Die Metall-a-Lipoate, Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a- 
Liponsaure-Komplexe der Formel II sind in an sich bekannter 
Weise, beispielsweise wie in Siegel et al., Archives of Bio- 
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chemistry and Biophysics 1978, 187, Seite 208 bis 214; Angew. 
Chem. 1982, 94, 421-432? P.R. Brown et al., J. Inorg. Nucl. Chem. 
1970, 32, 2671 bis 2675; Bonomi et al., Biochemica et Biophysica 
Acta 1989, 994, 180 bis 186 und Strasdeit et al., Z. Naturforsch 
5 1997, 52b, 17 bis 24 herstellbar. 

Vorzugsweise erfolgt die Herstellung durch Umsetzen von Alkali- 
metallsalzen der a-Liponsaure oder der a-Dihydroliponsaure 
in Losung, vorzugsweise in waBrig methanolischer Losung, mit 
10 Mineralsalzen und anschlieJ3ender Kristallisation. 

Die Verwendung von a-Liponsaure oder a-Dihydroliponsaure zur Er- 
hohung der Bioverf iigbarkeit von Mineralsalzen sowie die erfin- 
dungsgemaflen Verbindungen weisen im Vergleich mit herkommlichen 
15 anorganischen Mineralquellen noch weitere Vorteile auf, wie 

die Steigerung des Lebendmassezuwachs und der Futter-/Nahrungs- 
aufnahme von Probanden, insbesondere von Tieren, 

20 die Erhohung der Mineralsalzverf iigbarkeit und des Mineralsalzsta- 
tus, insbesondere die Erhohung der Mineralsalzauf nahme , die Erho- 
hung der absoluten scheinbaren Absorption und der scheinbaren Ab- 
sorption von Mineralsalzen, die Erhohung der Mineralsalzeinlage- 
rung in Femurgewebe und der Mineralsalz-Konzentration im Plasma, 

25 die Erhohung der Aktivitat der alkalischen Phosphatase und die 
Steigerung der hepatischen Metallothiomein-Konzentration. 

Die nachstehenden Beispiele erlautern die Erfindung: 

30 I. Synthesebeispiele 

Beispiel 1 

Synthese von Zn ( (R) -a-Lipoat ) 2 (H 2 0 ) 2 

35 2,06 g (10 mmol) (R) -a-Liponsaure wurden in 150 ml Methanol ge- 
lost und bei Raumtemperatur mit einer Losung aus 0,4 g (10 mmol) 
NaOH in 50 ml Wasser unter Riihren versetzt. 

1,49 g (5 mmol) Zinknitrat wurden in 150 ml Methanol schnell zur 
Lbsung des Natriumsalzes dosiert und die Losung weitere zwei 

40 Stunden geriihrt. 

Die klare, blaJ3gelbe Losung wurde in eine Petrischale iiberfuhrt. 
Nach Abdampfen des Losungsmittels erhielt man einen gelben 
Niederschlag, der sorgfaltig mit Wasser und Toluol gewaschen 
und liber Nacht im Stickstof f gegenstrom getrocknet wurde. 

45 Der resultierende Zinkkomplex war analytisch rein. 



Ausbeute: 



4,55 g (89 % d. Theorie) 
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Schmelzpunkt: 123°C 

1 H-NMR/ 13 C-NMR siehe Tabelle 2, Tabelle 3 und Abb. 3a ( 1 H) und 3b 
( 13 C) 

IR(KBr) siehe Abb. 2 

5 

Beispiel 2 

Synthese von Zn( (rac ) -a-Lipoat ) 2 (H2O ) 2 

Die Synthese erfolgte analog zu Beispiel 1 unter Verwendung von 
10 racemischer a-Liponsaure . Gelbe Nadeln. 

Ausbeute: 92 % d. Theorie) 

Schmelzpunkt: 112°C 
1 H-NMR/ 13 C-NMR siehe Tabelle 2 f Tabelle 3 
15 IR(KBr) siehe Abb. 1 

Die Herstellung der Zn-Komplexe aus Beispiel 1 und 2 erfolgte 
auch ausgehend von Zinkacetat, -sulfat und -chlorid, und lieferte 
die Verbindungen aus Beispiel 1 und 2 in vergleichbaren Ausbeuten 
20 und Reinheiten. 

Tabelle 1 

13 C-NMR-Spektren (D 6 -DMS0, Angaben in [ppm]) zu Beispiel 1 und 2 

o 



25 




s— s 



30 



C-Atom Nr. 


Zn ( ( rac ) -a-Lipoat ) 2 ( H2O ) 2 
(Beispiel 2) 


Zn( (R) -a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 
(Beispiel 1) 


1 


178 


178 


2 


39 


39 


3 


25 


25 


4 


28 


28 


5 


37 


35 


6 


56 


56 


7 


34 


34 


8 


40 


40 



40 

Tabelle 2 

iH-NMR-Spektren (D 6 -DMSO, Angaben in [ppm]) zu Beispiel 1 und 2 



45 




s— S 
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H-Atom Nr. 


Zn ( ( rac ) -a-Lipoat ) 2 ( H2O ) 2 
(Beispiel 2) 


Zn( (R) -a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 
(Beispiel 1) 


1,2 


3,15 (m) 


3,15 (m) 


3,4 


2,45 (m) 


2,45 (m) 


5 


3,65 (m) 


3,65 (m) 


6-11 


1-2 


1-2 


12, 13 


2,05 (t) 


2,05 (t) 



10 



Beispiel 3 

Herstellung von weiteren Metall- (R) -a-Lipoaten 

15 Die Synthese erf olgte analog zu Beispiel 1 unter Verwendung von 
verschiedenen Mineralsalzen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3 
\) zusammengef aflt . 



Tabelle 3 



20 



Bei- 
spiel 


eingesetztes 
Mineralsalz 


Farbe des 
Metall-(R) -a-Lipoats 


Ausbeute des 
Metall- (R) -a-Lipoats 


3.1 


Fe(N0 3 ) 3 


hellbraun 


48 % 


3.2 


Cu(N0 3 ) 2 


tiirkis 


84 % 


3.3 


Cr(N0 3 ) 3 


blau 


59 % 


3.4 


MnCl 2 


beige 


60 % 


3.5 


CO(N0 3 ) 2 


violett 


45 % 


3.6 


Ca(0H) 2 


weifl 


68 % 



25 



30 



35 



II. Biologische Beispiele 

Bioverfiigbarkeitsuntersuchungen von Zn ( (R) -a-Lipoat ) 2 (H 2 0 ) 2 in 
Ratten im Vergleich mit der Bioverf iigbarkeit von Zinksulfat 

Allgemeine Bedingungen 



Zink wird im allgemeinen aus Lebensmitteln tierischer Herkunft 
besser verwertet als aus pflanzlichen Produkten. Als Hauptursa- 

40 che hierfiir wird der hohere Phytinsauregehalt (PA-Gehalt) 

in pflanzlichen Produkten angesehen. Zink ist das Spurenelement , 
dessen Bioverf iigbarkeit bei hoher PA-Aufnahme am deutlichsten ab- 
sinkt. Durch Phytinsaure (PA) wird nicht allein die Bioverf iigbar- 
keit des Nahrungszinks herabgesetzt , sondern auch in hohem Mafle 

45 endogen sezerniertes Zn der Ruckresorption entzogen. Ab einem mo- 
laren PA: Zn-Quotienten > 10 bis 15 in der Diat ist unter kontrol- 
lierten Bedingungen bei der Ratte mit einer reduzierten Zn-Bio- 
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verfiigbarkeit zu rechnen. 

Urn diesen Effekt des naturlichen Phytinsauregehalts in Futter- 
oder Nahrungsmitteln zu beriicksichtigen, wurden in den Versuchs- 
5 diaten, neben einer PA freien Diat auch Diaten mit supplementier- 
ter PA verwendet. 

Unter NaPA wird im folgenden Natriumphytat , unter AAS Atomabsorp- 
tionsspektrometrie, unter AM Anf angsmasse , unter FM Frischmasse, 
10 unter HPLC High Performance Liquid Chromatography, unter ICP-AE- 
Slnductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry, unter 
LM Lebendmasse, unter MT Metallothionein, unter n.n. nicht nach- 
weisbar und unter PE Polyethylen verstanden. 



15 Beispiel 4 

Studie 1: Bioverf iigbarkeitsuntersuchungen von Zn((R)-cc-Li- 
poat) 2 (H20)2 in Ratten 

4.1 Herkunft, Haltung der Versuchstiere und Durchfuhrung der 
20 stof fwechselversuche 

Es werden mannlichen Albinoratten (Wistar) mit einem 
Anfangsgewicht von 40 g eingesetzt. Die Tiere werden 
wahrend des jeweils 28 tagigen Versuchszeitraumes bei einer 

25 Raumtemperatur von 22°C, einer relativen Luftfeuchte von 

ca. 55 % sowie einem 12stundigen Hell-Dunkel-Rhythmus ge- 
halten. Die Haltung der Ratten erfolgt einzeln in Makrolon- 
kafigen mit Edelstahlboden, die eine kontrollierte Futter- 
aufnahme sowie eine quantitative Kot- und Harnsammlung 

30 ermoglichten. Die Futterzuteilung erfolgt einmal taglich 

um 8°°. Die Lebendmasse der Ratten wird wochentlich 
ermittelt, Kot- und Harnsammlung erfolgt taglich um 10°° 
und um 17°°. Zu Versuchsende werden die Ratten nach 
Chlorof ormbetaubung dekapitiert . 



35 



40 



4.2 Beschreibung der Diaten und Versuchsplan 

Um definierte Mineralsalz- und PA-Konzentrationen zu 
erzielen, wurde eine Versuchsdiat auf der Basis hochreiner 
Einzelkomponenten erstellt (Tabelle 4), mit der das Zink- 
Lipoat Zn((R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 aus Besiepiel 1 und PA ver- 
fvittert wurde. 



Die Mineralstoff-, Spurenelement- und Vitaminerganzungen 
45 erfolgten in Anlehnung an die Empfehlung des NRC (1978). 

Der native Vitamingehalt der Einzelkomponenten blieb unbe- 
rucksichtigt. Um etwaigen Aminosaureinbalancen infolge des 
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Auswertung der Ergebnisse aus Beispiel 4 (Studie 1) und Ver- 
gleichsbeispiel 1 (Studie 2) 

Die Zulage des NaPA fiihrt zu typischen 2n-Mangelerscheinungen 
5 w ie Anorexie, Alopezie und einer Depression des Wachstums. Diese 
Effekte sind bei Zulage von 2 0 mg Zn/kg Futter schwacher aus- 
gepragt als bei einer Dosierung von 10 mg/kg. 

Im direkten Vergleich von Zn-Lipoat (Beispiel 4) und Zinksulfat 
10 (Vergleichsbeispiel 1) zeigt sich eine deutliche Uberlegenheit 
des Lipoats, da die Mangelerscheinungen beim Sulfat noch vor- 
handen sind, wohingegen diese bei Zink-Lipoat in der hohen 
Dosierung vollstandig verschwinden. 

15 Die scheinbare Absorption und Retention von Zn aus Zink-Lipoat 
ist bei beiden Dosierungen gesteigert. 

Ebenso wie die scheinbare Zn-Absorption und -Retention werden 
verschiedene Zn-Statusparameter des Blutplasmas (Zn-Konzen- 
20 tration, freie Zink-Bindungskapazitat , Alkalische Phosphatase 
Aktivitat) und die Femur- sowie Leber-Zn-Konzentration durch 
Zn-Lipoat im Vergleich zu Zn-Sulfat verbessert. 

Insgesamt laJ3t sich feststellen, daB Zink-Lipoate fast alle 

25 Parameter die zur Diagnose des Zn-Status geeignet sind, im 

Vergleich zum Zink-Sulfat positiv beeinfluBt, was eine erhohte 
Bioverf ugbarkeit dokumentiert . 



30 Beispiel 5 und Vergleichsbeispiel 2 

Studie 3: Bioverf iigbarkeitsuntersuchungen von Zn((R)-a-Li- 
poat) 2 (H 2 0) 2 in Ratten im Vergleich mit der Bioverf ugbarkeit von 
Zinksulfat 

35 5.1 Versuchsplan 

36 mannliche Wistar-Albinoratten (Harlan Winkelmann, Borchen) mit 
einem Ausgangsgewicht von 47,0 ± 2,63 g wurden randomisiert in 6 
Gruppen zu jeweils 6 Tieren eingeteilt und iiber einen Zeitraum 
von 28 d mit den in Tabelle 7 (Versuchsplan) und Abschnitt 5.2 

40 angefiihrten Diaten gefuttert. Die Haltung der Tiere erfolgte ein- 
zeln in Makrolonkaf igen auf Edelstahlrosten unter Standardbedin- 
gungen (22 °C, 55 % Luftfeuchte, 12-stundiger Hell-Dunkel-Rhyth- 
mus). Futter sowie entionisiertes Trinkwasser standen den Ver- 
suchstieren ad libitum zur Verfugung. Wahrend der 2. und 3. Ver- 

45 suchswoche {Stoffwechselphase) erfolgte eine quantitative Kot- 
sammlung. Nach Abschluss der Versuchsphase (Tag 28) wurden die 
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Tiere unter C0 2 -Betaubung dekapitiert, entblutet und die zu analy- 
sierenden Gewebe entnommen. 

Die Gruppen lb, lib und Illb stellen dabei Beispiel 5 dar, wah- 
5 rend die Gruppen Ia f Ila und Ilia das vergleichsbeispiel 2 dar- 
stellen. 



Tabelle 7: 



10 


Gruppe 


Tiere 
00 


7- 

(mg/kg) 


zjj- vcruinuung 


x 11 V LlildaLUC 

(0,4 % als NaPA) 


15 


la 


6 


10 


Zn-Sulfat 






lb 


6 


10 


Zn-Lipoat 






Ila 


6 


10 


Zn-Sulfat 


+ 


20 


lib 


6 


10 


Zn-Lipoat 


+ 




Ilia 


6 


20 


Zn-Sulfat 


+ 




Illb 


6 


20 


Zn-Lipoat 


+ 



25 2 = 36 



Als Parameter zur Einschatzung der Zn-Verf iigbarkeit wurden die 
zootechnischen Merkmale Futterauf nahme, Lebendmasseentwicklung 
und Lebendmassezuwachs, die scheinbare Zn-Absorption, die Aktivi- 
tat der Alkalischen Phosphatase im Plasma, die Plasma- und Femur- 
Zn-Konzentration sowie die Metallothionein-Konzentration im Le- 
bergewebe herangezogen . 

5 . 2 Versuchsdiaten 

Die Versuchstiere wurden mit halbsynthetischen Diaten auf Basis 
hochreiner Komponenten (Maisstarke, Eiklarprotein, Saccharose, 
Sojadl und Cellulose) iiber einen Zeitraum von 28 Tagen gefiittert 
(Zusammensetzung der Basisdiat: Tabelle 8), wobei sich die Ver- 
suchsdiaten hinsichtlich der Art der supplementierten zinkverbin- 
dung, der absoluten Zn-Konzentration sowie dem Phytinsauregehalt 
(0,4 % PA aus NaPA, Sigma-Aldrich, Steinheim) unterschieden 
(siehe Tabelle 7). 

Als Zn-Supplemente wurden Zn( {R)-a-Lipoat) 2 (H 2 0) 2 aus Beispiel 1 
(Beispiel 5) sowie Zn-Sulfat (ZnS0 4 x 7 H 2 0 p. a., Merck, Darm- 
stadt) (Vergleichsbeispiel 2) eingesetzt. Die Zn-Konzentrationen 
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der Versuchsdiaten la — lib wurden auf eine fiir wachsende Ratten 
als marginal einzuschatzende Hohe von 10 mg/kg Diat eingestellt, 
um eine Uberpriifung der Verf iigbarkeit der zu untersuchenden Zn- 
Supplemente im suboptimalen Versorgungsbereich zu ermoglichen. 
5 Die gegenwartigen Zuf uhrempf ehlungen des National Research Council fiir 
wachsende Laborratten betragen 12 mg Zn je kg Diat (NRC 1995), 
sofern die Diat kein Phytat enthalt. 

Tabelle 8 

10 

Komponente g/kg 



Maisstarke 


477 


Eiklarprotein 


200 


Saccharose 


100 


Sojaol 


70 


Cellulose 


30 


L-Lysin-HCl 


3 


Mineralstofrvorrhischung 1 ) 


100 


Vitaminvormischung 2 ) 


20 



25 

1000 



1) Mineralstof fvormischung (Angaben je kg Diat): 16,17 g CaHP0 4 x 
2 H 2 0; 8,91 g K 2 HP0 4 ; 8,08 g CaC0 3 ; 6,08 g MgS0 4 x 7 H 2 0; 1,16 g 
NaCl; 0,58 g Na 2 C0 3 ; 298,68 mg FeS0 4 x 7 H 2 0; 61,52 mg MnS0 4 x H 2 0; 
31,45 mg CuS0 4 x 5 H 2 0; 9,61 mg KCr(S0 4 ) 2 x 12 H 2 0; 2,38 mg CoS0 4 x 
7 H 2 0; 2,21 mg NaF; 0,83 Na 2 Se0 3 x 5 H 2 0; 0,52 mg KI; 0,50 mg Na- 
Mo0 4 x 2 H 2 0 

2) Vitaminvormischung (Angaben je kg Diat): 4500 IE Vitamin A; 
1100 IE Vitamin D 3 ; 80 IE Vitamin E; 0,9 mg Menadion; 30 mg Ascor- 
binsaure; 6 mg Thiamin; 7 mg Riboflavin; 7 mg Pyridoxin; 0,03 mg 
Cobalamin; 0,25 mg Biotin; 2 , 5 mg Folsaure; 35 mg Nicotinsaure ; 

20 mg Fantothensaure; 1100 mg Cholinchlorid; 100 mg Inosit; 10 mg 
p-Aminobenzoesaure 

Mit Ausnahme der angefiihrten Zn-Stufe von 10 mg/kg Diat lagen die 
angestrebten Diatkonzentrationen von Mineralstof fen (Tabelle 9: 
Angestrebte Mengen- und Spurenelementkonzentrationen der Ver- 
suchsdiaten sowie Empfehlungen des NRC fiir wachsende Laborratten 
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Plasmas, wobei als Bezugsgrofie die Zn-Konzentration des 
abgesattigten Plasmas zugrunde gelegt wird. 



4.5.3 Bestimmung der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase 

5 Die Aktivitat des Zn-Metalloenzyms Alkalische Phosphatase 

(E.C. 3.1.3.1) wird unter Verwendung der Einzelchemikalien 
Diethanolaminpuffer und p-Nitrophenylphosphat nach den 
Empfehlungen der DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR KLIN ISC HE 
10 CHEMIE (Z. Klin. Chem. u. klin. Biochem. 1972, 10, 191) 

durchgefuhrt : 

Die AP Katalysiert folgende Reaktion: 

AP 

15 p-Nitrophenylphosphat + H 2 0 ► p-Nitrophenol + Pi 

Die enzymkinetische Messung wird im HalbmikromaBstab bei 
einer Wellenlange von 405 nm und 25°C am UV-Spektral- 
photometer durchgefuhrt. Bei alien Analysenreihen wird 
20 ein Kontrollserum mit Werten im physiologischen Normal- 

bereich mitgefiihrt. 



25 



vergleichsbeispiel 1 

Studie 2: Bioverf ugbarkeit von ZnS0 4 in Ratten 

Die Durchfuhrung und Auswertung der Versuche erfolgt analog zu 
Beispiel 4 unter Verwendung von ZnS0 4 als Zn-Quelle. In Tabelle 6 
ist der Versuchsplan dargestellt. Je Versuchsgruppe werden 
6 Ratten verwendet. Die Zuteilung der mehligen Diaten erfolgt ad 
30 libitum. Die Menge an zugegebenem Zink in Form Zinksulfat betragt 
lOmg/kg Futter (Gruppe 4 und 5) und 20 mg/kg Futter (Gruppe 6). 
Durch teilweisen Austausch der Maisstarke durch 0,4 Gew.-% in 
Form von NaPA werden molare PA: Zn-Quotienten von 19,8:1 bzw. 
39,6:1 eingestellt. Die Kontrollgruppe (Gruppe 1) erhielt die 
35 PA-freie Basisdiat. 



Tabelle 6 



40 



45 



Gruppe 


Anzahl 
Tiere 
[n] 


Menge an Zn als 
ZnS0 4 
[mg/kg]Diat 


PA 
(Gew.-%) 


PA: Zn 
(molar) 


4 


-6 


10 






5 


6 


10 


0,4 


39,6 : 1 


6 


6 


20 


0,4 


19,8 : 1 
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hohen Gehaltes an schwef elhaltigen Aminosauren im Eiklar 
protein vorzubeugen, wurde synthetisches L-Lysin supple- 
ment iert. 



5 Tabelle 4 



10 



15 



Komponente 




Maisstarke 


477 


Eiklarprotein 


200 


Saccharose 


100 


So jaol 


70 


Cellulose 


30 


L-Lysin-HCl 


3 


Mineralstof f vormischung 1 ) 


100 


Vitaminvormischung 2 ) 


20 



1 ) Mineralstof fvormischung (Angaben je kg Diat) 

20 26,73 g CaHP0 4 x 2 H 2 0 reinst; 6,68 KH 2 P0 4 reinst; 5,07 g 

MgS0 4 x 7 H 2 0 reinst; 4,43 g CaC0 3 reinst; 2,47 g NaCl 
reinst; 1,22 g Na 2 C0 3 reinst; 2 98,68 mg FeS0 4 x 7 H 2 0 
p. A.; 184,59 mg MnSo 4 x H 2 0 p. A. ; 87,99 mg ZnS0 4 x 7 H 2 0 
p. A.; 27,50 mg CuS0 4 x 5 H 2 0 p. A.; 4,41 mg Cr(CH 3 COOj 3 

25 p.A.; 2,38 mg CoS0 4 x 7 H 2 0 p. A. ; 2,21 mg NaF p-A- ; 

0,83 mg Na 2 Se0 3 x 5 H 2 G p.A.; 0,65 mg Kl p.A.; 0,25 mg 
Na 2 Mo0 4 x 2 H 2 0 p.A. 

2 ) Vitaminvormischung (Angaben je kg Diat) 

30 1,8 mg Retinol; 0,025 mg Cholecalciterol ; 100 mg D,L-a- 

Tocopherylacetat; 5 mg Menadion; 30 mg Ascorbinsaure ; 
8 mg Thiaminmononitrat; 10 mg Riboflavin; 10 mg Pyri- 
doxin; 40 mg Niacin; 30 mg Ca-D-Pantothenat ; 3 mg Fol- 
saure; 10 mg p-Aminobenzoesaure; 0,2 mg Biotin; 0,05 mg 

35 Cobalamin; 100 mg myo-Inositol ; 1150 mg Cholinchlorid 

Das Mischen der Versuchsdiaten erfolgt in einem Prazisions 
mischer aus Edelstahl. Die Vitamin-, Spurenelement- und 
Phytasevormischungen werden in einem Labormischer erstellt 
40 wobei jeweils Maisstarke als Tragerstoff eingesetzt wird. 

Die Lagerung der Diaten erfolgt bei +4°C. 

In Tabelle 5 ist der Versuchsplan dargestellt. Je Versuchs 
gruppe werden 6 Ratten verwendet- Die Zuteilung der 
45 mehligen Diaten erfolgt ad libitum. Die Menge an zuge- 

gebenem Zink in Form des Zink-lipoats Zn( (R) -a-Lipoat)- 
2 (H 2 0) 2 betragt 10 mg/kg Futter (Gruppe 1 und 2) und 
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20 mg/kg Futter (Gruppe 3). Durch teilweisen Austausch der 
Maisstarke durch 0,4 Gew.-% in Form von NaPA werden molare 
PA:Zn-Quotienten von 19 r 8:l bzw. 39,6:1 eingestellt. Die 
Kontrollgruppe (Gruppe 1) erhielt die PA-freie Basisdiat. 
5 Tabelle 5 



Gruppe 


Anzahl 
Tiere 
[n] 


Menge an Zn als 
Zn-Lipoat 
[mg/kg] Diat 


PA 
(Gew.-%) 


PA: Zn 
(molar ) 


1 


6 


10 






2 


6 


10 


0,4 


39,6 : 1 


3 


6 


20 


0,4 


19,8 : 1 



15 



4.3 Messen der Bioverf iigbarkeitsparameter - Gewinnung und Auf- 
bereitung des Analysdnmaterials 



4.3.1 Kot- und Harnproben 

Die getrennt in den Stof fwechselkaf igen anfallenden Kot- 
20 und Harnmengen werden taglich quantitativ gesammelt und bei 

-22°C gelagert. Zur Vermeidung etwaiger N-Verluste in den 
Harnauf fangbehaltern wird taglich jeweils 1 mL 20%ige HC1 
(suprapur) vorgelegt. Zur weiteren Analyse wird das Proben- 
material fiir 48 h gef riergetrocknet . 

25 

4.3.2 Organ- und Gewebeproben 

Der rechte Femur, Leber und Testes werden nach Dekapitation 
und vollstandigem Entbluten der Tiere sofort entnommen und 
die Frischmasse ermittelt. Bis zur weiteren Analyse werden 
30 die Proben in Kunststof f -Folie eingeschweiJit und bei -22°C 

gelagert. 

4.3.3 Blut 

Die Ratten werden bei Versuchsende nach Vollnarkose mit 
Chloroform dekapitiert und das Blut in heparinisierten 
Kunststof frohrchen aufgefangen. Pro mL Blut werden 4 0 I.E. 
Heparin-Natrium vorgelegt . 



35 



40 



45 



Unmittelbar nach der Entnahme werden die Blutproben fur 
15 Minuten bei 16000 g zentrif ugiert und das Plasma in 
2-ml-Reaktionsgef alien pipettiert. Die Proben wurden bis 
zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert. 

4.4 Herstellung der Aschelosungen und Zn-Bestimmung 

Die Diat-, Kot-, Harn- und Gewebeproben werden ausschliefl- 
lich trocken verascht. Die eingesetzten Glaswaren werden 
vor der Verwendung mit 20%iger HNQ 3 (P-A.) gereinigt und 
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mehrfach mit bidestilliertem Wasser gespiilt. Die Quarz- 
tiegel werden iiber Nacht bei 750°G im Muffelofen vor- 
gegliiht . 

5 Die Trockenveraschung erfolgt iiber 18 h bei 450°C. 

Nach der Veraschung werden die Proben mit 3M HCL (suprapur) 
versetzt, mit einem Uhrglas abgedeckt und fiir 10 Minuten 
auf einem siedenden Wasserbad erhitzt. Die Volumina des 

10 Saurezusatzes werden nach der Menge der herzustellenden 

Aschelosungen bemessen, die jeweils in einer 0,3 M End- 
konzentration vorliegen sollten. Nach dem Abkuhlen werden 
die Proben mit heiflem aqua bides t, durch ein aschefreies 
Rundfilter in einem Schlif fmefikolben filtriert. Unvoll- 

15 standig veraschte Proben werden bis zur weiteren Analyse 

in Polyathylenf laschen aufbewahrt. 

Zink wird mittels Atomabsorptionsspektrophotometrie (AAS) 
in einer Acetylen-Flamme gemessen. 

20 

4.5 Diagnose des Z ink-Status 



4.5.1 Bestimmung der Plasma-Zink-Konzentration 

Die Plasma-Zink-Konzentration wird mittels AAS (Philips, 
25 PIJ 9400) direkt in der Flamme gemessen. Die Proben werden 

mit 0,1 M HC1 im Verhaltnis 1:20 (v/v) verdiinnt. 

4.5.2 Bestimmung der freien Zink-Bindungskapazitat 

Die prozentuale freie Zn-Bindungskapazitat wird nach der 

30 Methode von KINCAID und CRONRATH (J. Dairy Sci. 197 9, 62, 

120, 1474-1479) in der Modifikation von ROTH und KIRCHGESS- 
NER (Res. Exp. Med. 1980, 177, 213-219 ) durchgef iihrt . Um 
das limitierte Plasmavolumen ef f ektiv einzusetzen, werden 
die einzelnen Arbeitsschritte wie folgt verandert : 0 , 4 mL 

35 Plasma werden mit dem gleichen Volumen einer ZnCl2-L6sung 

(5 ug Zn/mL) versetzt (Absattigung freier Zn-Bindungs- 
stellen der Plasmaproteine ) . Zur Fallung des uber- 
schiissigen, nicht an Proteine gebundenen Zinks werden 40 mg 
basisches Magnesiumcarbonat zugegeben. Nach Zentrif ugation 

40 der Proben werden 0,4 mL des im Uberstand befindlichen 

Zn-gesattigten Plasmas abpipettiert und mit 0,6 mL des im 
Uberstand befindlichen Zn-gesattigten Plasmas abpipettiert 
und mit 0,6 mL 0,1 M HC1 versetzt. Die Zn-Bestimmung 
erfolgt mittels AAS direkt in der Flamme. Die freie Zn- 

45 Bindungskapazitat errechnet sich aus der Differenz zwischen 

dem Zn-Gehalt des abgesattigten und des unbehandelten 



BASF Aktiengesellschaft 



£0010,141 



O.Z. 0050/52208 DE 



22 

) und von Vitaminen stets deutlich hoher als die Empf ehlungen 
National Research Council fiir die wachsende Laborratte (NRC 1995) i 
sind somit als sicher bedarf sdeckend einzuschatzen. 
Tabelle 9 zeigt die angestrebte Mengen- und Spurenelementkon- 
5 zentrationen der Versuchsdiaten sowie Empf ehlungen des NRC fii 



10 



15 



wachsende 


Laborratten 


(NRC 


1995) 








angestrebt 


NRC 




angestrebt 


NRC 


Mengenele- 


(g/kg) 


(glkg) 


Spurenelemente 


mg/kg 


(mg/kg) 


mente 












Calcium 

Phosphor 

Magnesium 


7,0 
4,5 
0,6 


5,0 
3,0 
0,5 


Eisen 

Mangan 

Zink 


60 
20 
10/20 


35 
10 
12 



20 



5.3 Analytische Methoden 



5.3.1 Analyse der Diaten 

Die Bestiiranung der Trockenmasse sowie der Rohnahrstof f e (Rohpro- 
tein, Rohfett, Rohfaser, Rohasche) erfolgte nach den Vorschriften 
des VDLUFA-Methodenbuches zur chemischen Untersuchung von Futter- 
25 mitteln (Naumann, C. ; Bassler, R. (1997): Methodenbuch Band III. Die 
chemische untersuchung von Futtermitteln, 4. Erganzungslief erung. 
VDLUFA-Verlag, Darmstadt). Die Bruttoenergie der Versuchsdiaten 
wurde unter Einsatz eines adiabatischen Bombenkalorimeters (IKA- 
Kalorimeter C4 00, Jahnke und Kunkel, Staufen) ermittelt. 

30 

Die quantitative. Bestiiranung der Phytinsaurekonzentration in den 
Versuchsdiaten erfolgte mittels HPLC nach der Methode von Neusser 
und Pallauf (Neusser, H. ; Pallauf, J. (1988): Bestiiranung von Phytinsaure 
in Futtermitteln und Faeces mittels Hochdruckf ussigkeits-Chroma- 
35 tographie. J. Anim. Physiol, a. Anim. Nutr . 60, 20.). 

Die veraschung der Diatproben geschah nach dem Prinzip der Trok- 
kenveraschung. Hierbei wurde die organische Matrix thermisch zer- 
setzt und vollstandig mineralisiert . Die Anzahl der veraschten 

40 Parallelen je Diat betrug n = 2. Der Ascheriickstand wurde durch 
Saurezugabe in Losung gebracht und anschlieBend quantitativ ana- 
lysiert. Die Ca-, Mg-, P-, Fe- und Mn-Konzentrationen der Diaten 
wurden mittels ICP-AES (PU 701, Unicam, Kassel), die Zn-Konzen- 
tration mittels Flammen-AAS (Philips, PU 9400, Kassel) analy- 

45 siert. Die Validierung der Analysen erfolgte durch Standard-Addi- 
tion. 
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5.3-2 Zn-Konzentration im Femur 

Die Herstellung der Aschelosungen erfolgte nach dem Prinzip der 
Nassveraschung. Das Probenmaterial wurde mit 10 ml 65%iger HN0 3 
(Merck, suprapur) versetzt und anschlieBend unter Riickf lusskiih- 
5 lung in einer Auf schlussapparatur (Gerhardt SMA-20, Bonn) ge- 
kocht. Hierbei wurde die organische Matrix oxidativ abgebaut und 
das Untersuchungsmaterial vollstandig mineralisiert . Die Zn-Kon- 
zentration in den Aschelosungen wurde mittels Fl amine n-AAS (Phi- 
lips, PU 9400, Kassel) bestimmt. 

10 

5.3.3 Analyse der Kotproben 

Wahrend der zweiwochigen Stof fwechselphase wurde der Rattenkot 
taglich gesammelt, anhaftende Futterreste und andere Verunreini- 
gungen entfernt und die Proben bei -20 °C gelagert. Am Ende der 
15 Stof fwechselperiode wurde die Kotmenge qiiantitativ erfasst und 
i anschliefiend unter Vakuum iiber einen Zeitraum von 48 h gefrierge- 

W trocknet (Gamma 1-2 0 , Christ, Osterode). Die getrockneten Proben 

wurden mit einer haushaltsublichen Muhle (Moulinette electronic 
89902) feingemahlen und in PE-Flaschen unter Umgebungstemperatur 
20 gelagert. 

Ein Probenaliquot von 1,5 g der gef riergetrockneten und gemahle- 
nen Kotproben wurde iiber 2 4 h bei 105 °C zur Entfernung des Rest- 
wassers getrocknet und anschlieBend im Muffelofen iiber 2 4 h bei 
25 450 °C verascht. Der Ascheriickstand wurde durch Saurezugabe in Lo- 
sung gebracht und anschlieBend quantitativ analysiert. Die Zn- 
Konzentration in den Kotproben wurde mittels Flammen-AAS (Phi- 
lips, PU 9400, Kassel) bestimmt. 



30 5.3.4 Diagnose des Zn-Status 

Die Zn-Absorption wurde ohne Beriicksichtigung der endogenen Quote 
als Differenz aus Elementauf nahme und faecaler Exkretion berech- 
net ( = schelnbare Absorption) . Die Bestimmung der Plasma-Zn-Kon- 
zentration erfolgte mittels AAS (Philips, PU 9400, Kassel). Die 

35 Proben wurden mit 0,1 M HC1 im Verhaltnis 1 : 20 (v/v) verdiinnt. 
Die Aktivitat des Zn-Metalloenzyms Alkalische Phosphatase (AP) 
(E.C. 3.1.3.1) wurde unter Verwendung der Einzelchemikalien Die- 
thanolaminpuf f er und p-Nitrophenylphosphat nach den Empfehlungen 
der Deutschen Gesellschaft fur klinische. Chemie (Deutsche Gesellschaft fur klini- 

40 sche Chemie ( 1972 ): Standardmethode zur Bestimmung der Aktivitat der 
alkalischen Phosphatase (AP) . Z. klin. Chem. u. klin. Biochemie. 
10, 191.) durchgefiihrt . 

5.3.5 Metallothionein im Lebergewebe 
45 Die Bestimmung der Gesamt-MT-Konzentration im Lebergewebe er- 
folgte anhand der Cadmium-Bindungsmethode nach Eaton und Toal 
(Eaton, D. L.; Toal, B. F. (1982): Evaluation of the cadmium/hemoglo- 
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bin affinity assay for the rapid determination of metallothionein 
in biological tissues. Toxicol. Appl. Pharmacol. 66 , 134-142.) in 
einer am Giessener Institut bewahrten Modif ikation (Lehnert, V. 
(1994): EinfluB von Zink sowie fetalem Kalberserum, bovinem Seru- 
5 malbumin und calciummobilisierenden Rezeptoragonisten auf Metal- 
lothionein in primar kultivierten Rattenhepatocyten. Inaugural- 
Dissertation am Institut fur Tierernahrung und Ernahrungs-physio- 
logie der Universitat Giessen, Verlag Shaker, Aachen., Pallauf et 
al. 1995). Der Proteingehalt in den Leberhomogenaten wurde mit 
10 der Lowry-Folin-Methode bestimmt (Dawson, R. M. C; Elliott, D. C; 

Jones, K. M. (1986): Data for biochemical research, 3 rd ed., Claren- 
don Press, New York, 543). 



5.3.5 Statistische Auswertung 

15 Die deskriptive Aufbereitung und graphische Darstellung des Da- 
tenmaterials wurde mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms 
Microsoft Excel 2000 durchgef uhrt . Die statistische Auswertung 
der Versuchsergebnisse erfolgte mittels SPSS (Statistical Package 
for the Social Sciences) fur Windows (Version 10.0) und umfasste 

20 die Priifung auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnow- und Shapiro-Wilks- 
Test) und Varianzhomogenitat ( Levene— Test ) sowie die einf aktorielle 
Varianzanalyse (Prozedur Oneway) mit anschlieBendem Test auf die 
Signifikanz von Mittelwertunterschieden nach Tukey-HSD. Das Signi- 
fikanzniveau wurde auf 5 % (p < 0,05) festgelegt. Bei nichtgege- 

25 bener Varianzhomogenitat wurde die Signifikanz von Mittelwertun- 
terschieden anhand des Games Howell— Tests iiberpriift. 



Die in den Tabellen aufgefiihrten Ergebnisse stellen den Gruppen- 
mittelwert (M) sowie die Standardabweichung (SD) der Einzelwerte 
30 dar. Signifikante Mittelwertsunterschiede wurden durch unter- 
schiedliche Hochbuchstaben gekennzeichnet . 

5.4. Ergebnisse 

35 5.4.1 Versuchsdiaten 

Die analytisch ermittelten Gehalte an Rohnahrstof f en sowie die 
Bruttoenergie der Versuchsdiaten sind in Tabelle 10 auf gef uhrt. 
Alle Diaten wiesen innerhalb der ublichen Schwankungsbreiten ver- 
gleichbare Trockenmassen- , Rohprotein-, Rohfett-, Rohfaser- und 

40 Bruttoenergiegehalte auf. Der Anstieg des Rohaschegehaltes in den 
Diaten Ha - Illb ist auf den Phosphor-Eintrag infolge der PA- 
Supplementation zuriickzuf iihren . 



Tabelle 10: 

45 
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25 



Versuchsdiaten la - Illb 



Trockenmasse 


(% der AM) 


91,6 


±0,13 


Rohprotein 


(% der AM) 


16,7 


±0,06 


Rohfett 


(% der AM) 


7,16 


±0,02 


Rohfaser 


(% der AM) 


5,21 


±0,48 


Rohasche (Diaten la, lb) 


(% der AM) , 


4,31 


± 0,02 


Rohasche (Diaten Ha - Illb) 


(% der AM) 


4,85 


±0,07 


Bruttoenergie 


(kJ/gAM) 


17,8 


±0,19 



15 Die Mineralstof f konzentrationen der Versuchsdiaten sind in Ta- 
belle 11 dargestellt. Die Elementkonzentrationen waren innerhalb 
der Analysenschwankungen konform. Es konnte eine hinreichende 
Ubereinstiromung mit den angestrebten Werten erzielt werden. Ho- 
here Phosphor-Gehalte in den Diaten Ha - Illb waren auf die PA- 

20 Zulagen von 0,4 % zuriickzuf iihren. 

Tabelle 11 



30 



Diat 


Ca 
(g/kg) 


Mg 
(g/kg) 


P 

(g/kg) 


Fe 
(mg/kg) 


Zn 
(mg/kg) 


Mn 

(mg/kg) 


la 


6,93 


0,75 


4,78 


53,7 


12,1 


21,2 


lb 


6,99 


0,89 


4,81 


71,2 


10,2 


18,4 


11a 


7,20 


0,92 


5,92 


69,2 


10,4 


19,9 


lib 


7,40 


0,91 


6,04 


67,9 


9,93 


20,9 


Ilia 


7,44 


0,81 


6,20 


78,2 


19,9 


20,0 


Illb 


7,09 


0,92 


6,07 


62,8 


21,1 


16,2 



Die analysierten Phytinsauregehalte, molaren PA : Zn- sowie PA x 
Ca : Zn-Quotienten der Versuchsdiaten sind in Tabelle 12 darge- 
35 stellt. Die PA-Konzentrationen entsprachen den Erwartungswerten 
und waren innerhalb der Analysenschwankungen konform. 

Tabelle 12 



40 



Diat 


PA 


PA: Zn 


PA x Ca : Zn 




(%) 


(molar) 


(molar) 


la 


n.n. 






lb 


n.n. 






Iia 


0,40 


38,7 


6,96 


lib 


0,39 


38,4 


7,11 



45 
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Ilia 
Illb 



0,41 
0,40 



20,4 
18,9 



3,79 
3,35 



5 5.4.2 Zootechnische Parameter 

Die mittleren woe he nt lie hen Futterauf nahmen sowie die Gesamtfut- 
teraufnahme im 28-tagigen Versuchszeitraum sind in Tabelle 13 
aufgefuhrt. Bei Verfutterung PA-haltiger Diaten mit niedriger Zn- 
Stufe (Gruppe Ila und lib) wurde eine signifikant geringere Ge- 
10 samtfutteraufnahme im Vergleich zu den Gruppen la und lb sowie 
Ilia und Illb f estgestellt . Es konnte eine Steigerung infolge der 
Zn-Lipoat-Verfiitterung beobachtet werden. 

Das geringste Wachstum der Ratten war bei Verfutterung PA-halti- 
15 ger Diaten mit niedriger Zn-Konzentration (Gruppen Ila und lib) 
zu beobachten (Tabelle 14). Sowohl die verfutterung PA-freier 
Diaten mit niedriger Zn-Stufe (Gruppen la und lb) als auch die 
Verfutterung PA-haltiger Diaten mit hoherer Zn-Konzentration 
(Gruppen Ilia und Illb) resultierten in einem signifikant besse- 
20 ren LebendmasseZuwachs. weiterhin konnte jeweils eine Steigerung 
des LebendmasseZuwachs durch Zn-Lipoat im vergleich zu Zn-Sulfat 
aufgezeigt werden. 

Tabelle 13 zeigt die Futteraufnahme je Woche (g) und Gesamtfutte- 
25 raufnahme (g/28d) wachsender Ratten bei Zulage von Zn-Sulfat, Zn- 
Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6 x 6). Unterschiedliche Hoch- 
buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Dif- 
ferenzen von mind, p < 0,05 (Tukey-HSD), *ursiv dargestellte un- 
terschiedliche Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen 
30 signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Games Howell) 

Tabelle 13 



Futteraufnahme 



40 



45 



Gruppe 




di-d7 


d8 - di4 


dl5" 
d2i 


d22- 
d28 


gesamt 


la, 10 ppm Zn (Sulfat) 


M 


40,4 ab 


67,8 bc 


77,5 bc 


86,6 b 


272 b 




SD 


±20,9 


±12,9 


±12,4 


±6,93 


±50,7 


lb, 10 ppm Zn (Lipoat) 


M 


54,9 ab 


78,7 c 


86,9 c 


86,5 b 


307 b 




SD 


±11,8 


±5,82 


±5,27 


±5,20 


±17,4 


Ila, 10 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


37,4 a 


42,3 a 


40,5 a 


45,3 a 


166 a 




SD 


±11,3 


±8,30 


±4,40 


±7,30 


±25,2 


lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


39,5 ab 


46,5 a 


48,2 a 


51,3 a 


186 a 




SD 


±14,3 


±4,49 


±6,17 


±4,18 


±20,8 
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5 



Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


49 6 ab 


61 0 D 


67,9 0 


74,8 0 


253 D 




SD 


±15,9 


±7,75 


±10,2 


±10,6 


±38,2 


Hlb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


60,0 b 


77,3 c 


79,2 bc 


83,5 b 


300 b 




SD 


±3,86 


±6,63 


±8,25 


±6,76 


±22,5 



Tabelle 14 zeigt die Lebendmasseentwicklung und Lebendmassezu- 
wachs wachsender Ratten bei Zulage von Zn-Sulfat, Zn-Lipoat und 
10 Phytinsaure (PA) (n - 6 x 6). Unterschiedliche Hochbuchstaben in- 
nerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Differenzen von 
mind, p < 0,05 (Tukey-HSD), kursiv dargestellte unterschiedliche 
Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante 
Differenzen von mind, p < 0,05 (Games Howell). 

15 

Tabelle 14 

Lebendmasse (g) 



Gruppe 




do 


d 7 • 


di4 


d21 


d28 


LM-Zuwachs 


la, 10 ppm Zn (Sulfat) 


M 


47,3 


58,1 ab 


104,2 


141,3 


175,8 


128,5 


be 




SD 


±3,38 


±20,5 






fe47,4 


±20,0 




lb, 10 ppm Zn (Lipoat) 


M 


47,1 


75,6 ab 


122,5 b 


159,2 c 


185,8 c 


138,7 


c 




SD 


±3,01 


±8,96 


±8,36 


±7,63 


±7,22 


±7,68 




Ma, 10 ppm Zn (Sulfa!) + PA 


M 


45,8 


62,0° 


84,6 a 


94,2 a 


106,5 a 


60,7 


a 




SD 


±2,78 


±5,47 


±13,2 


±13,7 


±15,4 


±13,4 




lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


47,2 


60,0 ab 


82,5 a 


99,1 a 


114,2 a 


67,0 


a 




SD 


±2,52 


±14,3 


±11,2 


±10,4 


±8,39 


±6,31 




Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


47,2 


68,4 ab 


102,4 


132,3 b 


161,9 b 


114,7 


b 




SD 


±2,49 


±15,9 




±14,7 


±14,9 


±15,4 




Hlb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


47,3 


77,9 b 


119,1 b 


147,4 


173,2 


125,9 


bc 




SD 


±2,36 


±4,57 


±9,00 


642,3 


fc4M 


±10,4 





35 

5.4-3 Parameter der Zinkverf ugbarkeit und des Zinkstatus 

Im Verlauf der 14-tagigen Stof fwechselphase lag die Zn-Aufnahme 
der Gruppen Ila und lib (10 mg Zn/kg Diat + 0,4 % PA) signifikant 

40 niedriger als die Zn-Aufnahme der Gruppen la und lb (Tabelle 15). 
Bei einer Erhohung der diatetischen Zn-Konzentration auf 20 mg je 
kg Diat (Ilia, Hlb) wurde eine signifikante Steigerung der Zn- 
Zufuhr urn annahernd den Faktor 2 erreicht. Weiterhin ergab sich 
bei Verfiitterung PA-haltiger Diaten mit hoher Zn-Stufe (20 mg/kg 

45 Diat) eine signifikant hohere Zn-Aufnahme infolge der Zn-Lipoat- 
Supplementation. 
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Unabhangig von der PA-Supplementation lag die faecale Zn-Exkre- 
tion der Gruppen la, lb, Ila und lib auf einer Hohe von 0,411 — 
0,494 mg/14 d (Tabelle 15). Die Zn-Exkretion iiber den Kot er- 
reichte bei den Gruppen Ilia und Illb infolge der diatetischen 
5 Zn-Konzentration von 20 mg/kg ein signifikant hoheres Niveau 
(1,43 - 1,71 mg/14 d) als in den Gruppen mit niedriger Zn-Stufe. 

Die absolute scheinbare Absorption (mg Zn/14 d) lag bei den PA- 
frei ernahrten Ratten (Gruppen la und lb) bei 1,24 bzw. 1,35 

10 mg/14 d (Tabelle 15). Bei Zulage von 0,4 % PA (Gruppen Ila, lib) 
wurde eine drastische Reduktion der Zn-Absorption auf Werte von 
0,351 bzw. 0,446 mg/14 d ersichtlich. Bei einer Verdopplung der 
Zn-Stufe auf 20 mg/kg Diat (Gruppen Ilia und Illb) wurde trotz 
eines PA-Gehaltes von 0,4 % ein Anstieg der absoluten Zn-Absorp- 

15 tion auf Werte von 1,13 bzw. 1,60 mg/14 d ersichtlich. Innerhalb 
dieser beiden Gruppen ergab sich eine statistisch signifikante 
hohere absolute Zn-Absorption in der Gruppe mit Zn-Lipoat (1,60 
mg/14 d) . 

20 Bei den PA-frei ernahrten Gruppen la und lb wurde eine hohe 

scheinbare Zn-Absorption von 73,6 - 76,4 % erreicht. Nach Zulage 
von PA lag die prozentuale Zn-Absorption der ubrigen Gruppen (Ila 
— Illb) ungeachtet der absoluten Zn-Konzentration mit 43,0 — 48,4 
% auf statistisch vergleichbarem Niveau. Es zeigte sich jedoch 

25 eine Steigerung der scheinbaren Zn-Absorption von Gruppe Ila zu 
Gruppe lib sowie Gruppe Ilia zu Gruppe Illb infolge der Zn-Li- 
poat-Supplementation . 

Tabelle 15 zeigt die Aufnahme, faecale Exkretion und scheinbare 
30 Absorption von Zink wachsender Ratten bei Zulage von Zn-Sulfat, 
Zn-Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6 x 6). Unterschiedliche 
Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante 
Differenzen von mind, p < 0,05 (Tukey-HSD), kursiv dargestellte 
unterschiedliche Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kennzeich- 
35 nen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Games Howell) 

Tabelle 15 



40 Gru PP e 




Aufnahme 
(mg/14 d) 


faecale Ex- 
kretion 
(mg/14 d) 


scheinbare 
Absorption 
(mg/14 d) 


scheinbare 
Absorption 

(%) 


la, lOppmZn(Sulfat) 


M 


1,76 b 


0,411 a 


1,35 


be 


76,4 




SD 


±0,305 


±0,122 


±0,280 




&7,33 


45 ib, 10 ppm Zn (Lipoat) 


M 


1,68 b 


0,445 a 


1,24 


b 


73,6 




SD 


±0,106 


±0,080 


±0,092 




&4,11 
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10 



I la, 10 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


0 836 


a 


0,484 


a 


0,351 


a 


43,0 




SD 


±0,146 




±0,162 




±0,038 




1:8,66 


lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


n 941 


a 


0,494 


a 


0,446 


a 


47,3 




SD 


±0,099 




±0,059 




±0,078 




45,23 


Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


2,57 


c 


1,43 


b 


1,13 


b 


43,9 




SD 


±0,334 




±0,170 




±0,219 




44,63 


Hlb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


3,30 


d 


1,71 


b 


1,60 


c 


48,4 




SD 


±0,308 




±0,231 




±0,199 




44,55 



Bei Verfiitterung PA-freier Diaten mit suboptimaler Zn-Konzentra- 
tion (Gruppen la und lb) wurde eine hohe Zn-Einlagerung in das 
Femurgewebe der Ratten ersichtlich (Tabelle 16). Nach Zulage von 

15 0,4 % PA (Gruppen Ha und lib) hingegen wurde eine drastische und 
signifikante Reduktion der Zn-Gehalte in den Knochen f estgetellt . 
Nach einer Verdopplung der diatetischen Zn-Stufe (Gruppen Ilia 
und Hlb) wurde ein signif ikanter Anstieg der Zn-Konzentration in 
den Femora auf ein mittleres Niveau nachgewiesen . Zn-Lipoat 

20 zeigte im Vergleich zu Zn-Sulfat bei Phytatzulage einen positiven 
Effekt auf die Hohe der Zn-Einlagerung in das Femurgewebe. 

Vergleichbare Ergebnisse konnten auch fur die Zn-Konzentration im 
Plasma aufgezeigt werden. So lag die Plasma-Zn-Konzentration bei 
25 Verfutterung PA-freier Diaten mit niedriger Zn-Stufe auf einem 
hohen Niveau, wohingegen bei Zulage von 0,4 % PA die Plasma-Ge- 
halte signif ikant reduziert wurden. Ein erneuter, teilweise si- 
gnifikanter Anstieg dieser Werte wurde bei einer Verdopplung der 
diatetischen Zn-Konzentration auf 20 mg je kg Diat ersichtlich. 

30 Auch hinsichtlich der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im 
Plasma konnten vergleichbare Entwicklungen aufgezeigt werden. So 
lag die Aktivitat des Zn-abhangigen Enzyms bei Verfutterung PA- 
freier Diaten trotz niedrigem Zn-Gehalt der Diaten auf einem ho- 

35 hen Niveau, wohingegen bei Zulagen von 0,4 % PA ein signif ikanter 
Abfall der Aktivitat bei den Gruppen Ha und lib ersichtlich 
wurde. Nach Erhohung der diatetischen Zn-Konzentration auf 20 mg 
je kg Diat wurde eine Steigerung der Enzymaktivitat auf ein ge- 
genuber den Gruppen la und lb vergleichbares Niveau verzeichnet. 

40 Tabelle 16 zeigt die Zn-Konzentrationen in Femur und Plasma sowie 
Aktivitat der alkalischen Phosphatase im Plasma wachsender Ratten 
bei Zulage von Zn-Sulfat, Zn-Lipoat und Phytinsaure (PA) (n = 6 x 
6). Unterschiedliche Hochbuchstaben innerhalb einer Spalte kenn- 

45 zeichnen signifikante Differenzen von mind, p < 0,05 (Tukey-HSD) 



Tabelle 16 
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Verwendung von Liponsaure zur Erhohung der Bioverf iigbarkeit von 
Mineralsalzen 

5 Zusammenf assung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von a-Lipon- 
saure oder a-Dihydroliponsaure zur Erhohung der Bioverfiigbarkeit 
von Mineralsalzen, die Verwendung von a-Liponsaure oder a-Di- 
10 hydroliponsaure in Kombination mit Metallsalzen, insbesondere 
die Verwendung von Metall-a-Lipoaten, Metall-a-Dihydrolipoaten 
oder Metall-a-Liponsaure-Komplexen, insbesondere in Mineralstof f - 
zubereitungen oder Arzneimitteln sowie die Metall-a-Lipoate, 
Metall-a-Dihydrolipoate oder Metall-a-Liponsaure-Komplexe selbst. 



20 



25 
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40 
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Gruppe 




Femur 
(jig/g FM) 


Plasma 
(Hg/ml) 




Alkalische Phospha- 
tase 

(mU/ml Plasma) 


la, lOppm Zn (Sulfat) 


M 


81 4 


c 


1,11 


be 


383 D 




SD 


±4,60 




±0,24 




±52,0 


lb, 10 ppm Zn (Lipoat) 


M 


79 2 


c 


1,24 


c 


365 b 




SD 


±8,00 




±0,24 




±54,6 


Ila, 10 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 




a 


0,57 


a 


216 a 




SD 


±4,74 




±0,18 




±53,4 


lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


41,2 


a 


0,50 


a 


225 a 




SD 


±4,72 




±0,15 




±38,1 


Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


55,4 


b 


0,80 


ac 


347 D 




SD 


±9,53 








±42,0 


I lib, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


64,1 


b 


0,96 


be 


384 b 




SD 


±10,1 




±0,18 




±62,8 



20 



25 



Bei den gemessenen Metallothionein-Konzentration im Lebergewebe 
ergaben sich in alien Gruppen (I, II und III) nominelle Steige- 
rungen der hepatischen MT-Konzentration, wenn die Zn-Quelle Zn- 
Lipoat und nicht ZnS04 war. 

Tabelle 17 zeigt die Metallothionein-Konzentration im Lebergewebe 
wachsen-der Ratten bei Zulage von Zn-Sulf at , Zn-Lipoat und Phy- 
tinsaure (PA) (n = 6 x 6). 
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Tabelle 17 



Gruppe 



Metallothionein 
(ng MT/mg Protein) 





la, 10 ppm Zn (Sulfat) 


M 


8,08 






SD 


±2,71 


35 






8,32 


lb, 10 ppm Zn (Lipoat) 


M 






SD 


±4,16 




Ila, 10 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


6,36 






SD 


±4,66 


40 


lib, 10 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


7,94 






SD 


±2,29 




Ilia, 20 ppm Zn (Sulfat) + PA 


M 


7,58 






SD 


±3,15 


45 


1 1 lb, 20 ppm Zn (Lipoat) + PA 


M 


871 




SD 


±6,46 



